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は じめ に
ヒ トゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トが開始されて10年経過したが,
ヒ トゲノ ム 全塩基配列決定終了時期が当初目棲の2005年
から2001年 にも前倒しに なる の で はな いか と予想されて
い る. 今日の ヒ トを初め多くの 生物種に つ い て の ゲ ノ ム
研究の急速な進展は, 今後 の生命科学 ･ 医学 にお い て の
研究手韓を大きく転換させ るもの で ある
. さ ら に は バ イ
オイ ン フ ォ マ テ ィ ク ス や P C R技術の進歩 に も支え られ
て, 有用遺伝子の取得が格段に容易に な っ てき て い る.
達伝子の ク ロ ー ニ ン グが しばしば研究の 律速とな っ た従
来とは状況が異なり, 現在で はク ロ ー ニ ン グした遺伝子
の 発現ス テ .y プ が研究開発における律速段階の 一 つ とな っ
て い る･ 取得した遺伝子を用い て ど の ように研究を展開
するかは研究目的に より異なる であろうし, 遺伝子構造
そ のもの の 比較解析だけで事足りる場合もある. しか し
ながら, 得られ た遺伝子が コ ー ドする脊白質の橡能を解
析するため に は, 適切な宿主で 活性型の 蛋白質を発萌 さ
せる ことが必要で あるし, 蛋白質の構造解析や抗体の作
製などを進める に あた っ て は均 一 な蛋白質がまとま っ た
畳必要となる. ま し て や組換え蛋白質の大量生産まで視
野に入 れた場合に は, 細胞あた.り (あるい は培地あたり)
の 蛋白質の生産性に加え て, 組換え生物を大規模に培養
する必要がある ことから, そ の培養 コ ス ト が重要な フ ァ
ク タ 丁 となり, そ こま で考慮して発現系の選択をする必
要がある.
■
組換え発現技術の進展に よ っ て様 々 な蛋白質
生産系が 開発 され ており, 数多くの組換え蛋白質が医薬
品や産業用酵素として実用化されて いる. しか しながら
あらゆる ニ ー ズ を満 たすような万能の 蛋白質生産用の宿
主生物は存在せ ず, 目的蛋白質の性質とその用途や必要
量に よ っ て幅広い選択肢の中か ら適切な宿主と発現 ベ ク
タ ー を選択 しなくて はな らな い
. 筆者らは こ こ数年, 酵
母発現系に着目し, 粗換え発賓系の 開発とそ の 利用に よ
る有用茸白質の 生産に関する検討を行な っ て垂 て い る.
本稿に お い て は, 酵母発現系の特徴と筆者らが独自に開
発を進めて きた酵母 C, utilis に おける組換え 生産技術
に つ い て概観したい .
1. 各種粗換え生産系の 特徴
最も 一 般的に使われる遺伝子発現系として は大脇歯先
親系があるが, 生産した蛋白質は不溶性の封入体を形成
するこ とが多く, しばしばそ の再特性化は困難であり コ
ス トもかか る. ペ
.
I) プラ ズ ム へ の分泌発現も可能で ある
が発現量は低下する. ま た, 真核生物と は異なり糖鎖修
飾な ど翻訳後修飾が ほとんど起きな い . そ こ で, 糖敵付
加などの 翻訳後修飾が必要な場合や, 構造が複雑である
動物由来蛋白質の 発敷 こは真核生物が宿主として使用さ
れ
.
る. こ の場合, 最も 一 般的である の が動物細胞発現系
である･ 動物細胞発現系の利点は, 琴白質の正確な翻訳
後修飾や フ ォ ー ル デ ィ
‾
ン グが期待で 垂る こと である. 発
現形態 とし て は遺伝子発現が 一 時的な 一 過性発堺態と,
遺伝子を恒常的に発現する株化細胞を作製して から解析
を行う安定発現法の 2 つ に分類されるが, 安定発窮系で
は, 組み込まれた遺伝子の コ ピ ー 数や染色体の位置によ
り細胞株間で発現量が異なるため, 発現真の高い株を選
択しなければならな い. い っ た
.
ん 発現の良い株が樹立さ
れれ ば, す べ て の細胞が目的遺伝子を発現して い る の で
さまざまな解析が可能に な る . ま た, 漣伝子増幅により
組換え蛋白質の 生産性を高める ことも可能となる. 最近
で は, バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を用 い た昆虫細胞発現系が動物
由来蛋白質の発現系とし て頻繁に利用されて い る
.
こ の
系 で は 一 般的 に動物細胞系に比較して発現畳が高く, 蛋
白質はリ ン 酸化 糖鎖の付加 など翻訳後修飾を受仇 は
とん どの 動物由来の蛋白質を本来の生理活性を保持した
まま発現させ る こ とが で きる. また, 昆虫細胞 は浮遊緬
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胞として培溌で きる ことか ら大_敬堵寒が比較的容易で あ
る. しか し, 分泌潜自質の 糖敵機退は動物細胞の もの と
は.発なる ことか ら抗原性に性感する必要がある.
-'J3
'
. 動物細胞や昆虫細胞は墳港 コ ス トが描い ことか
ら, 安価な鉱一
L
l質生慮を臼指すの で あれば必然的に撒†･L
物宿主が有力な候補になる. 酵軌ま共棲生物であり, 朕
系が発達して い る ことか ら比較的複雑な構遊を有する弱
自質でも, 翻訳後に適切に折りたたまれて本来の生理痛
性を示す ことが多い . き ら に 分泌週槻に 削 1て動物細胞
型の 糖鎖とは大畠く輿なるもの の糖鎖修飾を受ける こと
も利点とい える. また, 大勝歯なみに扱い やすく, 増殖
速度が 早い こと, 堵轟が容易で商密度大魚堵凄も可鰭で
ある こと, なども宿主として の利点としてあげられる.
さ ら に, 形質転換による過伝子蒔人が容易であり, 導入
する過伝子は相同組換えに より鞄色体に組込んだり. あ
る い は プ ラ ス ミ ドとして 保持させ る ことが可能である,
古く は酵母と い えばSa cchaT10 myCCS CeT･e UIsia eを意
味してい たが, 異確立自質生産に関して は必ずしも最適
の 酵母とは習えず, 一 部 の例外的な成功例を除い て は大
腸菌で の 生産優に は及ばなか 13 た. 澱近で は, メ タ ノ ー
ル に よ り強力に窮導されるプ ロ モ ー タ ー が使用可能なメ
テ ロ ト ロ フ辞母発現系で の 輩白鷺苗生産例が数多く報告
されており1', 特に Piehia pastoris は そ の宿主 ･ ベ ク
タ ー 系がキ ッ トと して販売されて いる こともあ っ て , 蛋
白質生産の宿主酵母として頻繁に利用されて い る. 一 方
で, 筆者ら は蛋白質生産の た め の新たな宿主として 食用
酵母 Candida uLlli8 に 着目 し, 裏襟辻伝子発現系の 開
発を行 い , 蛋白質生産宿主と して P. pa 8tOris な ど の メ
チ ロ ト ロ フ酵母発現系に勝るとも劣らない生産量を示す
系で ある ことを明らか に した v 8).
2. 解母 C d ida utilis の特徴
酵母 C. utills は ト ル ラ酵母と も呼ばれ, そ の 優れた
培養特性から パ ル プ廃液や廃糖蜜など の バ イ オ マ ス 由来
の楯源を利用した菌体生産が 日本を含む世界各地で行わ
れて い る. 菌体 はSC P(Single C811 Pr otein) と し て
主 に飼料として利用されるはか, グ ル タ チ オ ン や R N A
などが菌体から抽出され て 医薬品や食品として 利用され
て い る4). キ 1) ン ピ ー ル(株)で はブ ラ ジ ル に 菌体生産設
備を保有して おり, 廃糖蜜を利用して 連続生産する菌体
から抽出された R N A は調味料や医薬品原料とし て利用
されて いる . また, こ の酵母はキ シ ロ ー ス な ど植物由来
の ベ ン ト - ス に対して優れた賢化牲を示すことから, 第
II-. 次大戦l■tlの ドイ ツ で ほ蛋白質源として注目され, 広兼
樹の 糖化液や紙 パ ル プ生産の廃液である亜硫酸パ ル プ廃
液を肺腺とした幽体の1
'
.発生騰が行われて金利用された
こ と もあ る1J. ま た , S. c eT･ euis払e や K luyueT10 myC eS
IlaglEis とともに , ア メ リ カ食品院恭品局 (F D A) が食
品添加物として安食惟を韻めた3将校の 食用酵母の ひと
つ で もある8-. 組換え壬凱
`
1照の 効率的なIt:
-
.慮 に は. 菌体
あたりの 軌三]質発現.敵ばかりでなく宿=r.の 蔵密度培我が
蜜穿となる. 例えば且 ceT･e Uislae に つ い て は好熱的培襲
魚件下で もグ ル コ ー ス繊度がl% くなると呼吸系阻宰が生
じて エ タ ノ ー ル を生成する ことが知られ て い る (Cr ab･
tr e e効果)B'. エ タ ノ ー ル の 存在は麟体収漁を感くする
ほか代謝経路を乱して組換え建白寛の生産盈を低‾Fさせ
る ことか ら, そ の 高歯虞増車に ぉいては エ タ ノ ー ル生成
を抑えるための 細心の グル コ ー ス洩皮制御技術が必要と
なる, 一 方, a. utllis は Cr abtr 舶 効果を示さない 酵母
で あり, 十分な好気的増車条件下で は エ タ ノ - ル を生成
しな い . そ の ため商館度連続培養による効率的な菌体生
産が容易で あるB H '.
以上, 食用酵母として の安全性が経められてい るの み
ならず, 培養特性が良く高密度増車が容易であること札
特に組換え蛋白質生産を大魚に生産するため の宿主生物
として 大きなメ 1) ワ ト である. こ の ような宿主として の
好ましい 特徴があるにもかか わらず, そ の過伝学的な性
質はほとん どわか っ て い なか っ た, こ れ姓, C. utilis は
胞子を形成せず, 性をもたず接合もしない ことか ら, 従
来の 育種に よる遺伝学的解析が不可能であ っ た こ と に よ
る
. 筆者らが こ の 酵母で の異種蛋白質生産の可能性を検
討した193年の 時点でlも 上述の 3種類の 食用酵母の な
か で唯 - C. zLtilis に つ い て は異種蛋白質 の 発現例が な
か っ たばかりで なく, そ の形質転換法すら確立されて い
なか っ た.
3
. 鮮卑 C. zztilis形質転換法の 開発
酵母 C. utuis は2倍体で ある と い われ, 胞子を形成
して 1倍体に なる ことがな い . こ の た め他 の酵母で用 い
られた手法, すなわち栄養要求性変異株を取得して , そ
の栄養要求性を相補する遺伝子をマ ー カ ー と し て形質転
換系を開発する, と い っ た手法を適用する ことが著しく
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困難であ っ た･ そ こ で,.筆者
らは抗生物質シク ロ へ キ シ
ミ ド耐性 (C Y H
r
) 達伝子を人為的に作製して , こ れ を
形質転換体選択の マ ー カ ー 遺伝子として利用する ことを
試みた . C Y Hは C. utilisを始めとす る多く の真核生物
の ま白質合成を阻害する. ｢ 方, C. m altos aや K. la ctis
などC Y E非感受性で CYIl存在下で 増殖 で きる酵母 も
い る
.
こ の 感受性の差異は, リ ボ ソ ー ム 構成漂白質であ
るL 41蛋白質の56番目の ア ミ ノ 酸1残基 の 差異 に起 因
する こ とが示されて い たy). そ こ で , C. utilis か らL41
蛋白質の遺伝子をクt7 - ニ ン グして , C Y 日耐性型L 41
過広子を構築 した . こ の 変異連伝子を 同じく C Y H感受
性酵母の S. ceT.eL･ねiaeに導入し て形質転換体が C Y H耐
性となる ことを確認した後, マ ー カ ー 遺伝子 とし て用 い
る ことに したB)
.
こ の CYH
'
遺伝子 は宿主由来 の 遺伝子
である ことから宿主酵母の なか で確実に発現する こ とが
期待された. さらにプ ラ ス ミ ドを高頻度で染色体 に組込
むた めに, 酵母染色体上に100コ ピ ー 以上あ る リ ポ ソ ー
ム R N A遭伝子 (rDN A)‾をク ロ ー ニ ン グ し, こ の 遺伝
子断片と C YH
'
遭伝子を含む プ ラ ス ミ ドを構築 した .
酵母 へ の プ ラ ス ミ ド導入は電気 パ ル ス 法により行い , 高
頻度に C Y H耐性株が得られる条件を見 出し たB). こ の
形質転換法により1〟g の プラ スミ ドD N Aあたり, 1000
個以上の C. utili8形質転換体を取得 で きる ように な っ
た.
こ の形質転換系の特徴は, C YE
r
適伝子を マ ー カ ー と
する こと に より多 コ ピ ー 導入が可能とな る点 であ る..野
生型 L41を構成蛋白質とするリ ボ ソ ー ム は C Y E感受性
となるが, 変異型 L41 は C Y H耐性の リ ポ ソ ー ム を形成
する . 宿主 は野生型 L41 を発現するため , 変異塑 L 41
遺伝子が多コ ピ ー 導入され て耐性型リボ ソ ー ム が十分に
供給される こ と に よ っ て の み形質転換体はC Y王‡耐性と
なる の であ る . 享た, こ の遺伝子は 一 般 の抗生物質耐性
適伝子な ど抗生物質を不満佐化する酵素を コ ー ドするも
の で はない ため. 他の生物に耐性が伝播する懸念がな い .
こ の他 環状プラ ス ミ ド の まま で は形質転換体はま っ た
く得られず, 制限酵素消イヒに より1本銃と したプ ラ ス ミ
ド だけが相同組換え に より染色体に組込まれる こ とが示
された. ま た期待したとおり, rDN Aを組込みの タ ー ゲ ッ
トと した形質転換頻度は, 1 コ ピ ー 達伝子を用 い た場合
と比校して5O倍程度高か っ た. こ の C Y H耐性遺伝子 と
rD N Aを用い た形質転換系開発 ス ト ラ テ ジ ー は他 の生物
に つ い て も適用可能で あ る . 最近 , 酵母 PhaNia
rodo野 m aに お い て もま っ たく同様の手法に より, そ の
形質転換系が開発されて い る8).
4. 辻伝子高光現の ための ベクタ ー 開発
蛋白質の高生産を意図して ベ クタ ー を構築する場合,
まず重要な こと は渡伝子の 転写畳をで善るだけ高める こ
と で あろう. こ の た め に は, 単位渡信子あたりの 梅写盈
を高くするため に 強力な プ ロ モ ー タ ー を使用すること,
及び導入する漣伝子の コ ピ ー 数を多くして 転写盈を高く
する ことが必要で ある. また, 鞄色体に組込まれた過伝
子の安定性も畢賓で あり, 非選択条件下で の 高密度増発
に おい て組込んだ辻伝子を安定に保持するため の 工夫も
必要で ある. こ の 他 発現する辻伝子に よ っ て は, 転写
された m R N Aを効率良く蛋白質に翻訳させ る ため に宿
主で好まれる コ ドン を参考に遺伝子の全合成を行1j:っ た
り･ 適切な フ ォ ー
.
ル デ ィ ン グや糖鎖付加など蛋白質の活
性化の ため に分泌シ グナ ル の付加や, 効率的な精郵の た
めに融合蛋白質とするな どが, 様々 な対応が必要に なる.
以上 の考え方に基づ い て筆者らが開発した代表的な発
環 ベ クタ ー の 構造を図 1(a)に示 しため. こ の ベ ク タ ー
に は 3 つ の 特徴がある . まず, 発動 こ用い る C. LLtilis
GAP プロ モ ー タ ー が非常に強力で ある点で ある . ベ ク
タ ー 開発 にあたり, プ ロ モ ー タ ー と して解糖系の辞索溝
伝子 でありそれぞれ高発現するとされる2 つ の 辻伝子.
Pho 8phoglycer ate kin 且S e(P GIく) 溝伝子と Glyceralde-
hyde13-pho sphate dehydroge n aBe (G A P) 遺伝子 とを
ク ロ ー ニ ン グし て それら の プ ロ モ ー タ ー 配列を使用した.
大腸菌βガ ラク ト シ ダ - ゼを レ ポ ー タ ー と して こ れらの
プ ロ モ ー タ - 活性を比較したと こ ろ, G A P プロ モ ー タ ー
が非常に強力であり. 一 般 に発現畳が高い とされるP G E
の プ ロ モ ー タ ー の10倍以上の活性を示すことがわか っ た.
ま た, 染色体からプ ロ モ ー タ ー 活性を有する D N A断片
をラ ン ダム に ク ロ ー ニ ン グする試み も行 っ たが , それら
の活性は高い もの でもP G K プロ モ ー タ ー と 同程度で あ
り, G A P プロ モ - タ 一 に は及ばなか っ た
.
2 つ め は, 選択 マ ー カ ー 遭伝子の プ ロ モ ー タ ー 領域を
削り込ん で プ ロ モ ー タ ー 活性を弱めた d C YH
'
遺伝子を
用い て多コ ピ ー 導入を可能に して い る点 である. 前述の
ように CYH r 遺伝子を マ ー カ ー とする こ と に よ っ て 通
常3-10コ ピ ー 程度 プ ラ ス ミ ド分子が染色体 に組込まれ
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園1 発現プ ラ ス ミ ド の構造とその 艶色体 へ の組込み
プ ラ ス ミ ドは Bglll部位で切断後, 形質転掛 こ用い る . 囲
に は ベ ク タ ー が 3 コ ピ ー 組込まれ た例を示した が , 実際に
ほ20- 40コ ピ ー 程度組込 まれる .
る . しかし, こ の d C YE
r
適伝子を マ ー か - と する こ と
により, 数10コ ピ ー が 導入される ことが示された. さら
に こ の ような染色体 へ の 多 コ ピ ー 組込み は, 従来 rD N A
領域に特異的に起きる現象で あり, 組込まれた遺伝子も
不安定であるとされて い た8'. と こ ろ が, こ の 酵母に お
い て は U R A S遺伝子な どゲノ ム あたり1コ ピ ー 存在 しか
存在しない過伝子座をク ー ゲ Lソ ト に した場合でも多 コ ピ ー
組込みが可能で あり, 組込まれ たプ ラ ス ミ ド は安定に保
持される ことがわか っ た.
3 つ め の特徴はプ ラ ス ミ ドの構造にある . 発現プ ラ ス
ミ ドは2 つ に分割された組込みタ ー ゲ ッ ト配列の閤にβ
ラクク マ ー ゼ 適伝子など大腸菌由来の配列が はさまれた
構造とな っ て おり, そ の 両端で プ ラ ス ミ ドを切断して形
質転換に用い る ことに より, 酵母で の逮伝子発現に必要
な配列だけが枚数艶色体に組込まれる. プラ ス ミ ドの漁
色体タ ー ゲ ッ ト配列 へ の 組込み様式を図1(ち)に示した .
通釈 マ ー カ - が 宿主由来の 遺伝子で あるため. こ の ベ ク
タ ー を柑い て セ ル フ ク ロ ー ニ ン グ に よる育種も可能で あ
る
.
5
. 甘味窯白窯モネリ ンの 高発現
モ ネリ ン は, ア フ リ カ席魔の 植物 (D iosc orephyllun
c u m mlni8ii) の実に含まれる頚自質で , 頚盈比で砂場
の約3000倍という強い甘味を持つ . こ の黄白熟ま, 45残
基と50現基の 2本の ポ TJペ プ チドからなる ヘ テ ロ ディ マ ー
で あり, 55℃以上の加熱処理で容軌こ失惜しでt]
'
昧を失
うが, 倣執らはこれらの2本の ポリ ペ プチ ドを南東棉で
韓食して 一 本鎖化する ことに より甘味を楓なわずにそ の
耐熟性を飛躍的に高めることに成功し, 代替甘味料とし
て の応用の可能性を示した10. 鮮者らはこの 一 本鋭モ ネ
リ ン をモ デ ル 蛋白質として C. utuis の 属僚蛋白質生魔
性を調 べ る こととした.
d C Y H
r 過伝子を マ ー か - とした多 コ ピ ー 型 プ ラ ス ミ
ドを用い て得られた形質垢換株に つ い て モ ネリ ン の発現
宜を調 べ たところ, 驚く ペ 書 ことに菌体内可溶性蛋白質
の約50%が モ ネ r) ンで 占められて い たの . C Y H
'
適伝子
によるプ ラ ス ミ ドを用いた場合の発現盈は10- 20%であ っ
た こ とから, 多コ ピ ー 塾 プ ラ ス ミ ドを用い る こと に より
蛋白質生産量が大幅に高まる ことが示されたことになる.
モ 希 t) ン並伝子を UR A 3遺伝子座 に組込んだ場合, 過
伝子 は安定に保持され, 非選択条件下で50世代継代培養
した後も生産性が保たれる ことが示された3). ま た, -
本鎖 モ ネリ ン が敷 こ安定で あり等電点が塩基性側にある
ことから, 菌体粗抽出液を熱処理ま たは酸処理する こと
によ っ て , モ ネ リ ンを可溶性画分に残したまま (甘さを
保 っ たまま) 宿主酵母由来の爽雑蛋白質の 大部分を不溶
化して 沈殿除去すると いう簡便 な方法に よる精製が可能
である. 蛋自性甘味物質としてすで に市販されて いるタ
ウ マ テ ン は, 甘味料とし て だけ で はなく, 食物の風味向
上剤や マ ス キ ン グ剤とし て も使用されて い る. タ ウ マ テ
ン もア フ 1) カ原産植物の果実由来であるが, 天必抽出物
であるためかなり高価である. そ こ で微生物で の組換え
生産が試みられ てきたが , 発現量は極め て低く生産され
た蛋白質も甘味を失 っ て い るな ど高生産は成功して い な
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い 11)
. 筆者らの 結果は新規蛋自性甘味物質の 大量供給を
可飽とするもの である.
6. 耐熱性 α ア ミラ ー ゼ の高生産
ト レ - ロ こ ス は2分子の グ ル コ ー ス が a . a -1, l緒合
した非遺元性の オリ ゴ糖で あり, 微生物から動植物まで
広く存在 して いる . 凍結や乾燥障害からの 保護作用を有
する ことが知られて おり, 食品素材や化粧品素材として
使 用さ れ て い る . 最近 , 好熱 性古 細菌 Sulfolobus
sol/ataric u8に澱粉か らト レ - ロ ー ス を生成す る活性が
ある ことが示され, こ の細菌由来の2種類の 酵素を用い
た安価な ト レ ハ ロ ー ス 製造が可能で ある こ とが 示され
た u). こ れ ら2種類の酵素と は, ア ミ ロ ー ス 末端 の a l-
4結合を α1-1結合 に変換する酵素グリ コ シ ル ト ラ ン ス
フ エ ラ ー ゼ と, 末端に生じた ト レ ハ ロ ー ス を遊離する a
ア ミ ラ - ゼ である
. 筆者らこれ ら2種額の 酵素に つ い て
a. utilis で の 高生産を行 っ たが , こ れら の うち特に a ア
ミ ラ ー ゼ に つ い て は モ ネリ ン の 例を凌ぐ発現量を達成す
る ことが で きた.
S. s olfata T･iczL8 の α ア ミ ラ ー ゼ 遺伝子をその まま プ ロ
モ ー タ ー 下流 に連結して 発現させたと こ ろ全く発現が認
められなか っ た. こ の 遺伝子はA＋T含量が高く (63%),
コ ド ン の3番目の ヌ ク レ オ チ ド はほとん ど A か Tで ある
が, a. zLtllis の達伝子で はA ＋T含量 ははぼ50%である.
そ こ で , 転写 ･ 翻訳効率 の 改尊の ため に C. utilLs で最
も発現長の高い遺伝子の 一 つ で ある G A P遺伝子で 高頻
度に使用される コ ド ン を参考に し て1587bp の a ア ミ ラ ー
ゼ 遺伝子の 全合成を行 っ た . そ の誼伝子を用い たと こ ろ
今度 は非常に高い レ ベ ル の発現を示し, α ア ミ ラ ー ゼ は
形質転換株の全可溶性蛋白質の50% 以上を占める ことが
明らか にされたlS). こ の酵素は耐熱性であるため, 活性
を保 っ たまま70℃30分間の熱処理で粗精製可髄で ある こ
とも示された. 一 方, Northern解析を行 っ た と ころ,
金台成遺伝子に つ い て は過伝子全長約1.6k bに 対応する
･< ン ドが認められたが , 天然遺伝子に つ い て は途中で転
写終結が起 こ っ た と考えられる短い転写物が わずかに 認
められて い ただけで あ っ た LD. 同様な現象はS. c eT･eZ)isia e
や P. pa8tOris に お い て A ＋T 含量が高い遺伝子を発現
させた場合 に つ い て も報告 されて おり1), A＋ T 含量が
高い配列が これ ら の酵母にお い て は転写の終結 シ グナ ル
とし て寵荒島さ れて しまうのか もしれない .
こ の a ア ミ ラ ー ゼ 生産酵母に つ い て も非選択培地で50
世代培養後も酵素生産性が低下しな い ことを確認した後,
グ ル コ ー ス を糖源とする完全合成培地を用い て2.5 Lジ ャ ー
で の 高密度培養を試みた . そ の 結果, 培名聞始後約60時
間後に は乾燥菌体雲量 は培地1 Lあたり92g に達し, 酵
素活性から換算した a ア ミ ラ - ゼ畳は培地1 I, あ たり約
12.3g に達した L3-. これ は, こ れま で報告され て い る酵
母で の異種蛋白質生産で の食も商い値である. P. pato T･is
で の破傷風毒素蛋白質の生産息12g/L に匹敵する値で
ある11).
おわりに
以上 , 食用酵母 C. ut王Iis に おける形質転換系の 確立
か ら遺伝子高発現のため の ベ ク タ ー 開発, そ れを用い た
組換え蛋白質高生産例に つ い て紹介した. こ の 商い組換
え蛋白質生産能力と優れた培養特性な どか ら, C. uLilLs
は食品用酵素なギを含め組換え蛋白質生産用宿主として
利用価値は高い と考えられる . さら に. こ こ で筆者らが
用 いた形質転換系の 開発から ベ クタ ー 構築まで の 一 連の
手法は, まだ適伝子操作系の 確立して い な い 他の 酵母な
ど真核微生物に つ い て も通用可能で ある. 医学的見地か
ら興味の対象にな っ て い る真核微生物は数多くあるが,
こ れ らのなか で適伝子操作が可能になっ て い る生物は非
常 に少 な い . こ れらの微生物に関して い っ た ん宿主 ベ ク
タ ー 系 を確立する ことが で垂れば, ある過伝子を機能破
壊するこ とにより特定の 性質を欠失させたり, 逆 にある
遺伝子 を高発現して 表現形の変化を調 べ たりするこ とが
可能に なる . さ らに ク ロ ー ン 化した遺伝子をin LIitT･0
で 改変した後に 再びその 遺伝子を生物に戻して もとの遺
伝子を置き換えて しまうこ ともで蕃る. はじめ に述 べ た
よう に今や遺伝子の ク ロ ー ニ ン グは少数の例外を除 酌ま
容易に な っ て 垂て い る こ とか ら, 過伝子発現改変技術を
用い る こと に より様々 な角度か ら真核微生物の研究を進
める こ とが可能にな る と思われ る.
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